



















































　　水痘 带 状 疱 疹 病 毒（ｖａｒｉｃｅｌａ－ｚｏｓｔｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＶＺＶ）
是一种人类α疱疹 病 毒。ＶＺＶ的 原 发 性 感 染 会 导 致
水痘，而重 新 激 活 的 病 毒 则 会 导 致 带 状 疱 疹（ｈｅｒｐｅｓ
ｚｏｓｔｅｒ，ＨＺ），其常见的后遗症是带状疱疹后遗神经痛










疹疫 苗。２０１７年，ＧＳＫ公 司 研 发 出 新 型 带 状 疱 疹 重
组疫苗Ｓｈｉｎｇｒｉｘ，该疫苗由 ＶＺＶ糖蛋白Ｅ（ｇＥ５３７）和
佐剂ＡＳ０１Ｂ构成［６］，其 对５０岁 以 上 人 群 带 状 疱 疹 的
保护率大于９０％ ［７］，预防效果良好［８］。
ＶＺＶ是一种双链ＤＮＡ病毒，其基因组含有７０个
已知阅读框，至少编码１１种糖蛋白。其 中 糖 蛋 白ｇＥ
在ＶＺＶ表面表达丰富，且与病毒的感染、致病性密切
相关。ｇＥ由６２３个氨基酸组成，为Ｉ型 跨 膜 蛋 白，已
证实含有Ｂ细胞和Ｔ细胞表位，是目前研究最为广泛










１．１　 质 粒、细 胞 和 抗 体 　 昆 虫 细 胞 表 达 载 体
ｐＡｃｇｐ６７Ｂ购自美国ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；昆虫细胞株
Ｓｆ９和 Ｈｉｇｈ　ＦｉｖｅＴＭ均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；单抗
１２Ｅ１２、６Ｈ６、１１Ｂ１１、４Ｇ４、１Ｂ１１和４Ａ２由 本 实 验 室 制
备。
１．２　主要试剂　核酸相关工具酶购自日本Ｔａｋａｒａ公
司和美 国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公 司；转 染 试 剂Ｃｅｌ　Ｆｅｃｔｉｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ购自美 国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；昆 虫 细 胞 培 养 基
为美国Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；引物 由 上 海 生




蛋白信号肽 及 酶 切 位 点 的 预 测，设 计 两 种 截 短 的ｇＥ
蛋白：ｇＥ４９８（ａａ　２３－５２０）和ｇＥ３５４（ａａ　１６７－５２０）。设计









引入纯化标签ＳｔｒｅｐⅡｔａｇ与 Ｈｉｓ（１０个），同 时 加 入
Ｔｈｒｏｍｂｉｎ酶 切 位 点；通 过 上 游 引 物ｇＥ３５４－Ｃ－Ｆ（５＇－
ＴＴＴＧＣＧＧＣＧＧＡＴＣＴＴＧＧＡＴＣＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＡＧ





ｃａｃｃａｇａｃｇａｃｃｇｇＡ－３＇）将 编 码１６７－５２０位 氨 基 酸 的
ｇＥ３５４序列重 组 到ｐＡｃｇｐ６７Ｂ载 体 中，构 建 重 组 载 体






状病毒发生 同 源 重 组，从 而 获 得 重 组 杆 状 病 毒（Ｐ１）。
收获病毒，加 至 铺 满 细 胞 的 加 有 含 血 清 培 养 基 的１０
ｃｍ细胞 板 中 进 行 病 毒 的 扩 增。收 获 重 组 杆 状 病 毒
（Ｐ２），加入含细胞的１００ｍｌ锥形瓶中进行病毒扩大培
养，３～４ｄ后 收 获 重 组 杆 状 病 毒（Ｐ３），感 染 Ｈｉｇｈ









分别用１００ｎｇ　ＶＺＶ　ｇＥ４９８和 ＶＺＶ　ｇＥ３５４蛋 白 包 被
ＥＬＩＳＡ板 进 行 ＥＬＩＳＡ，一 抗 为１２Ｅ１２、６Ｈ６、１１Ｂ１１、
４Ｇ４、１Ｂ１１和４Ａ２（作 系 列 倍 比 稀 释，初 始 浓 度５μｇ／
ｍｌ），二抗为羊抗鼠ＧＡＭ－ＨＲＰ，应，并加入显色剂，显
·６０５·





应值。使 用 ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ 软 件（ＧｒａｐｈＰａｄ　ｓｏｆｔ－
ｗａｒｅ，Ｉｎｃ．）作图。
２．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分 析　纯 化 的 两 种ｇＥ蛋 白 经
１２％的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转膜 进 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检
测。一抗为１Ｂ１１，二抗为碱性磷酸酶标记羊抗鼠ＩｇＧ
（１∶１　０００稀 释；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ产 品），显 色
剂为硝 基 蓝 四 氮 唑 和５－溴－４－氯－３－吲 哚 磷 酸 酯（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ产品）。ＶＺＶ　ｇＥ蛋白在溶液中的均
一性 检 测 是 利 用 高 效 液 相 色 谱 分 子 筛 排 阻 实 现











２．２．４　热 分 析　采 用 差 示 扫 描 量 热 法（ＤＳＣ）确 定
ＶＺＶ　ｇＥ蛋白由加热引起的蛋白质展开过程的能量变









２．４　晶体筛选　取９６孔 晶 体 培 养 板，每 孔 加 入０．１
ｍｌ沉淀剂－缓 冲 液 溶 液。再 在 每 个 晶 桥 的 中 央 加１
μｌ　ｇＥ蛋白质溶液及１μｌ沉 淀 剂－缓 冲 液 溶 液，然 后
用透明封板 膜 密 封。将 晶 体 培 养 板 静 置 于 密 闭 的２０
℃恒温箱内进行温育，观察晶体形成情况，确定晶体形






















图２。分析超离（ＡＵＣ）和 高 效 液 相 色 谱（ＨＰＳＥＣ）结
果显示，ＶＺＶ　ｇＥ蛋白在溶液中的组分较为均一，两种
蛋 白 的 沉 降 系 数 分 别 为３．０Ｓ（ｇＥ３５４）和 ３．３Ｓ









４１．３℃（ｇＥ３５４）和４０．８℃（ｇＥ４９８）。在 一 定 程 度 上
证明 适 当 截 短 将 提 高 ＶＺＶ　ｇＥ蛋 白 的 热 变 性 温 度。
ＥＬＩＳＡ检测显示，ｇＥ４９８蛋白和ｇＥ３５４蛋白与特异性
单抗１Ｂ１１、４Ｇ４以及１２Ｅ１２均具有良好 的 反 应 活 性。
其中特 异 性 单 抗１１Ｂ１１［１３］、６Ｈ６和４Ａ２均 与ｇＥ４９８
蛋白反应活性较强，与ｇＥ３５４反应活性较弱。表明重
组ＶＺＶ　ｇＥ４９８和ｇＥ３５４蛋白在溶液中主要以均一稳















同源 或 同 晶 的 结 构 以 作 分 子 置 换 进 行ｇＥ的 结 构 解
析。本研究从多波长反常散射（ＭＡＤ）的 方 法 来 解 析
ｇＥ结构，通过在昆虫细胞中 表 达 硒 代 甲 硫 氨 酸 的ｇＥ
蛋白，获得 同 晶 的 结 构。利 用 ＷＡＶＥ表 达 工 具 进 行
一步培养基的 置 换，并 表 达 出 硒 代 甲 硫 氨 酸 的ｇＥ蛋
白（图３Ａ）。在表达过程中对细胞的状态进行监测，并
·８０５·



























７．０）３个筛选条 件 下 形 成 了 初 步 的 晶 体，晶 体 形 态 见
图３Ｄ。其中ＣｒｙｓｔａｌＨ３条件下形成的晶型类似蝴 蝶
型，ＰＥＧＨ１２条件 下 形 成 棒 状 晶 体，ＩｎｄｅｘＢ１０条 件 下
形成块 状 晶 体，晶 型 较 好，近 似 单 晶。而ｇＥ４９８和 硒
代ｇＥ３５４在此条件下未形成结晶。
讨　论






状疱疹（ＨＺ）的 重 新 激 活 与 发 作 过 程。Ｓｈｉｎｇｒｉｘ疫 苗
（ＧＳＫ）是 在 中 国 仓 鼠 卵 巢 细 胞 系（ＣＨＯ）中 产 生 的。
ＣＨＯ细胞表达系统是真核细胞表达系统中备受瞩目
的系统之一，其具有准确的转录后修饰功能、重组基因
的高效扩增 和 表 达 能 力，以 及 产 物 胞 外 分 泌 功 能 等。
杆状病毒表达系统也是真核表达系统之一，具有培养、
操作简便，花 费 较 少，且 可 进 行 无 血 清 悬 浮 培 养 等 特
点［１３］。目前利用 杆 状 病 毒 表 达 系 统 进 行 抗 原 生 产 的
两种商 品 化 人 用 疫 苗 Ｃｅｒｖａｒｉｘ?，ＧＳＫ 和Ｆｌｕｂｌｏｋ?，
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ均 呈 现 出 良 好 的 安 全
性。本 研 究 利 用 杆 状 病 毒 表 达 系 统 表 达 了 截 短 的
ｇＥ４９８（ａａ２３－５２０）和ｇＥ３５４（ａａ１６７－５２０），并 证 明 均 具
有较好的反应原性。为利用杆状系统生产ＶＺＶ病毒
·９０５·








的结构，能 够 促 进 对 ＶＺＶ病 毒 感 染 模 型 及 入 胞 机 制
的研究。此外，鉴 于ｇＥ蛋 白 在 水 痘－带 状 疱 疹 病 毒
重组疫苗中的 应 用 情 况，明 确ｇＥ蛋 白 中 和 表 位 的 结
构表征对 新 型 表 位 疫 苗 的 研 发 具 有 指 导 作 用。近 年
来，越来越多的由杆状病毒表达系统表达的重组蛋白
被应用到蛋白的结构解析中，杆状病毒表达系统在在
蛋白结构学 研 究 中 具 有 巨 大 潜 力［１５］。本 研 究 利 用 杆
状病毒表达系统表达了ｇＥ４９８、ｇＥ３５４蛋白及硒 代 甲
硫氨酸（Ｓｅ－Ｍｅｔ）的ｇＥ３５４蛋白，并进行了初步的晶体
培养摸索，为ｇＥ蛋 白 的 解 析 奠 定 了 基 础。硒 代 甲 硫
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